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上 咽頭癌 ほ , そ の 原田と して Epstein-Barr ウイ ル ス (Epstein -Barrvir u s. E B V) の 関与が指摘され て い る悪性腫瘍 の ひ
と つ で あ る . E B V と 上咽頭癌の 関連は患者血清中の 抗 E B V抗休価 の 上 昇お よ び腫瘍細胞内の E B V ゲノ ム の 存在な どに よ
り 明確 で ある. こ の E B V と上咽頭癌の 密接 な関連に 着目 し, 上 咽頭癌頸部転移リ ン パ 節の パ ラ フ ィ ン 包 埋組織 か らポ リ メ
ラ ー ゼ 連鎖反応(polym er as e chain r e a ctio n, P C R)を用 い て E B V D N Aの 増幅を行い , サ ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー シ ョ
ン 法に て E B V D N Aの 検出を試 み た . 14例 中12例に ヒ ト β- グ ロ ビ ン DN A が検出され , うち 9例に E B V D N Aの 検 出が み ら
れた . E B V D N Aの 検 出が見 られ た 例は ▲ 世界保健磯構の 上咽頭癌病理観織分類別に み ると 非角化塾が 4=例 , 未分化塾が 5例
で あ り全例 に E B V粒子抗原に 対す るIgA 抗体価の 陽性 がみ られ た .
一 方 , 対照群 と して他 の 頭頸部悪性腫瘍か らの 転移 リ
バ 節1 9例と反応性 リ ン パ 節1例を 選ん だ . 20例 中18例に ヒ ト β-グ ロ ビ ン D N A が検出され た が E B V DNA ほ全例検出され な
か っ た . 以上 か ら , 頸部転移阻織か らの E B V D N Aの 検出は上 咽頭癌に 特異的で あ っ た . 上 咽頭癌は , 原発巣不 明の まま 頸部
リ ン パ 節転移を お こ し , 他の 頭頸部腫瘍 との 鑑別 が困難で ある場合が しば しば生ずる . そ こ で , E B V ゲノ ム 保有上 皮系細胞株
N P C-K T細胞を ヌ ー ド マ ウ ス に 移植 し, 形成 された腫瘍に届 い て穿刺吸引細胞診(fin e n e edle aspir atio nbiopsy,F N A B)を 施
行 した . F N A B か ら得 られ た微小組織 よ り P C R法 を用い て E B V D N Aの 検出を行 っ た . F N A Bに 使用 され た 穿刺針は23,
21, 18 ゲ
ー ジ針で ある が い ずれ の 針で も E B V D N Aの 検 出が 認 め られ た . 以上 か ら原発巣不 明頸部転移病症例 に お い て
F N A B手技と P C R法を 用い て E B V D N Aの 検 出を 行う こ と は , 上 咽頭癌頸部転移の 分子生物学的補助診断法 とな り得 ると
考え た .
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Epstein-Barrウ イ ル ス (Epstein-BarrVir u s, E B V) は ,
Epstein ら
一) に よ っ て バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫 の 培養細胞か ら 発見
され た ヘ ル ペ ス 型 ウイ ル ス で あるが , 01d ら2)に よ る E B V保有
細胞抽出可溶性抗原 と上 咽 頭癌患者血清と の ゲ ル 内沈降反応の
実験結果 か ら , バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫だ け で な く 上 咽頭癌も
E B V との 関連性 がある こ と が強 く示 唆 され た . そ の 後 , 血 清
学的 に 上 咽頭癌患者 血 清 ほ , E B V粒 子抗原 (vir al c apsid




5)と Hin u m aら
6}に よ り見 い 出 され た 早期抗原 (e arly
a ntige n, E A)に 対す るIgG 抗体価も高頻度 で 陽性 で ある こ とも
判明 したT)8). さ ら に W ara ら
g) は 上 咽頭癌患者 に お け る 血 清
IgA 濃度の 上 昇を 報告 し , また He nle ら
101は , 上 咽頭癌患者血
清の V CA,E Aに 対するIgA 抗体価が高頻度で 陽性である こ と
を 示 した . こ の よ うな 血 清学的研究 に 加 えて , 上 咽頭癌生検材
料 に お い て は核酸 ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン 法
11 卜 13)
や 蛍光抗体補
体法14)15)に よ り, 腫瘍周囲 に 浸潤 した リ ン パ 球で ほな く t 腫瘍細
胞自身に E BV D NA な らび に E B V関連核内抗原(E B V-a SS O-
ciated n u cle a r a ntige n, E B N A)が 証明 され た こ とか ら E B V と
上 咽頭癌の 関連性ほ 明確な もの とな っ た .
臨床的に 上咽頭癌は悪性リ ン パ 歴と ほ 異な り隆起性 に 増殖す
る こ と が少な く , 多く は粘膜下 に 浸潤する た め上 咽頭病原発巣
が早期 に 診断され る こ とは 少な い . しか も低分化型扁平上皮癌
や未分化型痛が多く早期に 頸部リ ン パ 節に 転移す る こ と が多い
た め , 初診時に ほ原発巣不 明 頸部転移癌と して 扱わ れ る こ と が
あ る . 近年 , 頸部腫瘍の 補助診断法と して 穿刺吸引細胞診(血 e
n e edle aspiratio nbiopsy, F N A B)が 頻用 され ∴扁平上皮癌の 頸
部 リ ソ パ 節転移の 診断は比較的容易と な っ た . 原発巣不 明頸部
転移癌で も F N A Bに よ り組織型 の 診断は 可能で ある が原発部
位 の 推定ほ困難 で ある . 上咽頭癌 は腫瘍細胞内に E B VDNA が
み られ る こ と が多い こ とか ら, F N A Bに て 採取 した 細胞中の
E B V D N Aを証明す る こ と が抗 E B V抗体価測定と ともに 上咽
頭癌頸部転移の 補助診断の ひ と つ と な り , ま た原発巣不 明 頸部
転移痛 の 原発部位推定に お い て も有用 と な る こ と が 予測 さ れ
る .
近年開発 され た熱安定性の D N A ポ リメ ラ ー ゼと 合成オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ドの プライ マ ー を用 い た ポ リ メ ラ ー ゼ 連鎖 反応法
平成 5年12月16 日受付, 平成 6年1月21 日受理
A b bre viations : bp, bas e pair; E A, e arly a ntige n; E B N A, E B VTa S S O Ciated n u clea r a ntigen; E B V,
Epstein-Ba r vir us; E D T A, ethylen edia min etetraa c etic acid; F N A B･ fin e n eedle a spiratio n biopsy; P B S,
phosphateqbuffered salin e; P C R, pOlym eras echain re a ctio n; S DS, S Odiu m dodecyl s ulfate; S S C, Sta ndard
salin e citrate buffer; Taq, Ter m u saquatic u s; V C A, Vira･1 c apsidantige n; W H O, W Orld health organizatio n
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(polym era s e chain re a ctio n. P C R)に よ っ て , 微量な D N Aを
験管内で大量 に 増幅 させ 検 出す る こ と が 可能と な っ た18). そ こ
で 本研究でほ 上 咽頭癌頸部リ ン パ 節転移 の 分子 生物学的診断法
の 確立を目指 して , ま ず P C R法を 用い て 上 咽頭癌頸部 リ ン パ
節転移組織中に お ける E B V D N Aの 検出を試み , 上咽頭癌 の 病
理 学的所見お よび抗E B-Ⅴ 血清抗体価 と の 比較を行 い 上 咽頭癌
頸部転移覿織 と E B Vの 関連 に つ い て 検討 を 行 っ た . つ い で
ヌ ー ド マ ウス に 上 咽頭癌由来細胞株 を移植 し , 作成 され た 腫瘍
に お い て FNAB を 施行 し P C R法 に て 採取 さ れ た 細胞中の
E B V D N Aの 検出を 試み た .
対象およ び方法
Ⅰ . 使用細胞
1 . N P C- K T細胞
上 咽頭痛(未分化癌) 初代培養細胞と ヒ ト ア デ ノ イ ド由来 正
常上皮系細胞株 A d-A H細胞 との 細胞融合に よ っ て樹立 化 され
た E B V ゲノ ム 陽性 上皮系細胞株 であ り , 1 0%ウ シ 胎 児血 清
(Bio W hittaker, M d. U S A) 加ダ ル ベ ッ コ 変法イ ー グ ル 培地(和
光 , 大阪) に て37 ℃で 培養 した .
2 . Raji細胞
E BV ゲ ノ ム 陽性 バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫 由来細胞株 であ り ,
10% ウ シ胎児血 清加 R P M I-1640培地(和光)に て 37 ℃ で培養 し
た .
3 . Ju rkat 細胞
E B Vゲ ノ ム 陰性 ヒ ト T 細胞株であり , 10% ウ シ胎 児血 清加
R P M I-1640培地に て37 ℃で 培養 した .
Ⅱ . 使用材料
金沢大学医学部附属病院 , 国立 金沢病院 , 富 山県立 中央病
院 , 富山市民病院 に お い て 過去に 上 咽頭癌 と診断 され 頸部 リ ン
パ 節を 生検 また は 摘出 され た症例に お い て組織学的に転移が証
明され て い る リ ン パ 節の パ ラ フ ィ ン 包哩 組織 を使用 した (蓑
1). 病理観織像ほ 世界保健鶴橋(W orld He alth Orga niz atio n,
W H O) の 上 咽頭癌分類1丁) に て行 っ た . 対照群と して ほ喉頭癌5
例t 下咽頭癌 5例, 舌癌 2例 , 葡 骨洞癌 , 口 腔 底癌 , 食 道癌
各々 1例(すべ て扁平上皮癌症例) に お い て 組織学的 に 転移が
証明され て い る 頸部 リ ン パ 節 観織 , 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 3例
(上咽頭, 扁桃 , 耳下腺原発) に お い て 組織学的に 腫瘍が証明 さ
れ て い る頸部リ ン パ 節組織 お よび 反応性リ ン パ 節腫脹 1例 の パ
ラ フ ィ ン 包埋組織 を使用 した (表2).
Ⅲ . パ ラフ ィ ン包埋組織からの D N A の抽出
1検体に つ きパ ラ フ ィ ン 包埋組織を厚 さ 3/Jm に 薄切 し た 切
片計 6枚(l紬 m 分)を 使用 した . キ シ レ ン , エ タ ノ ー ル に よ る
脱 パ ラ フ ィ ン を 行 い 風 乾 さ せ た 後 , 標本 に 水 冷 した 0.1 M
Tablel. Histolog y of n a sopha ryngeal c aT Cin o m awith
m etastatic c e rvic a1 1ym ph n ode
Patie nt Age





















































































-) M, m ale; F,fe m ale.
b) U N P C, u ndiffer e ntiated n a s opharynge al c ar cin o m a;
N K C, n O n藻e ratinizing c arcin o m a;S C C, Squ a m O u S C ell
CarC ln Om a.
Table2･ Histology of otherhead a nd n e ck tu m or swith m eta static c e rvic al けmph n ode s o r
hyperplastic c e rvical 1yrnph node s
Patie nt Age Histological.













































































Na sopba lyn X
To n sil
Pa.!Otidgla nd
Rigbt c er vic al
tu m o r
-1M, m 81e;F, fe m ale.
b)S C C･ Squ a m O uS Cellc ar cin o m a; N H L, n O n-Hodgkin lym pho m a.
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Table3. Oligo nu cle otide prim ersforpolym er a Se Chain r e actio n(P C R)of Epstein
- Ba rrviru S(E B V)
D N A





Prim erT C 60 1 4494-1 511 C C A G A G G T A A GTG G AC T T
Prim erT C61 1 4598-1 461 5 GA C C G G T G C C T T C T T A G G
T he le ngth of P C Rpr odu ct with the seprim er sis 1 22 ba s epairs･
Table4. 01igo n u cle otide prim e rsfor P C Rof β-globin
D N A





Prim erK M 29 G G T T G G C C A AT C T A C T C C C A G G
Prim erK M 38 T G G T C TC T T A A A C C T G T C T T G
T he le ngth of P CR pr odu ct with thes eprim er sis 262
ba s epalrS.
NaCl,1mM エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢酸(ethyle n edia min etetr a a c e-
tic a cid, E D T A)を 含む 1 0mM Tris-H Cl緩衝液(pH 7.5)を 加え
よく混合 した . つ い で1 0% ドデ シ ル 硫酸 ナ ト リ ウ ム (s odiu m
dode cyls ulfate, S DS) を 1/20容量加え , さ ら に 10m g/ml プ
ロ テ ィ ナ ー ゼ K(和光)溶液を 1/1 00容量加え50 ℃ で12時間イ
ン キ エ ペ - シ ョ ソ を 行 っ た . 等量 の フ ェ ノ ー ル : ク ロ ロ ホ ル ム
と イ ソ ア ミ ル ア ル コ
ー ル を 49: 1 の 割 合 で 混合 し た も の
(chlo r ofor miso a mylalc ohol, CIA A) に て 3回 抽出を行 っ た後 ,
5M NaCl を1/50容量加え , つ い で 2倍量 の100% エ タ ノ ー ル を
加え エ タ ノ ー ル 沈澱 を行 っ た . 沈漆 を70% エ タ ノ
ー ル に て 洗浄
した 後 , 1mM E D T Aを 含む 1 0m M Tris-H Cl緩衝液 (pH 8･0)
に 溶解 し , 4 ℃で保存 した . D N Aの 濃度ほ 260n m の 吸光度を
測定 し求め た .
Ⅳ . P C R法
鋳型 D NA IFLg に 対 し て 10× P C R反応緩 衝液 (10m M
TrisTH Cl, PH 8.3, 50 0m M K Cl,1 5m M MgC12)5FLl, デ オ キ シ ア デ
ノ シ ソ 三 リ ン 酸 , デオ キ シ グ ア ノ シ ソ 三 リ ン 酸, デ オ キ シ シ チ
ジ ン 三 リ ソ 酸 , デ オ キ シ チ ミ ジ ン 三 リ ソ 酸 各 10恥M , Taq
D N A ポ リメ ラ ー ゼ1.25単位 , オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドプ ラ イ マ ー
各 レ`M(い ずれ も宝酒造 , 京都) ずつ 加え , 滅菌蒸留水を加え て
合計 5恥1 と した . 蒸 発防止の た め ミ ネ ラ ル オ イ ル (宝酒造)
75FEl を 重 層 し , P R O G R A M T E M P. C O N T R O LS Y S T E M
P D-700(ア ス テ ッ ク . 福岡)を 使用 して 熱変性を94 ℃, 1分間 ,
ア ニ ー リ ン グ を55 ℃, 2分間, D NA の 伸長を72 ℃, 3 分間 と
し , こ れ を 1 サ イ ク ル と して40サ イ ク ル 行 っ た . プ ラ イ マ ー と
して は I E B V D N A Ba mHI W領域12 2塩基対を特異的に 増幅す
る プ ラ イ マ ー T C 60, T C 61 お よ びヒ ト β-グ ロ ビン D N A 262塩
基対を特異的に 増幅す る プ ライ マ ー K M 29, K M 38 を使用 し た
(い ずれ も宝酒造)(蓑3)(表4). P C R反応後 , 1JJg/mlの エ チ ジ
ウ ム ブ ロ マ イ ドを含 む 2% ア ガ ロ ー ス ゲ ル に て 電気泳動欄 を
行 っ た . D N Aサ イ ズ マ ー カ ー と して は , ¢Ⅹ 174/HaeⅢ ダ イ
ジ ェ ス ト (東洋紡, 大阪) を用 い た . 70 ボル ト , 200ミ リ ア ン ペ
ア 一 に て 1時間30分泳動を行 っ た 後 , 紫外線照射に て増幅 され
た D N A断片 の 検出を行 っ た .
Ⅴ . サ ザンプ ロ ッ ト法
泳動終了後 の ゲ ル を 1.5 M NaCl加 0.5 M NaO H水溶液 に 浸 し
45分間室温でゆ っ く り振塗 して D N Aの ア ル カ リ変性を 行い ,
･r? いで 1.5 M NaCl加 0.5M Tris一江Cl緩衝液(pH 8.0)､に浸 し室
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温 に て60分間ゆ っ く り振返 して 中和を行 っ た . そ の 後 仁 標準食
塩 ク エ ン 酸緩衝液(sta ndard salin e citr ate buffer, S SC) (1.5M
NaCl, 0.1 5 Mク エ ン 酸ナ トリ ウ ム) を 用い て ナ イ ロ ン メ ソ プ レ
ソ フ ィ ル タ
ー に DNA を移 し た . そ の 後 , フ ィ ル タ ー を
1 0×SS Cに て 洗い 風 乾し , 80 ℃, 2時限熱 処 理 して D N A を
フ ィ ル タ ー に 固 定 した .
Ⅵ . ハ イ プ リダイゼ ー シ ョ ン
使用 した プ ロ ー ブ ほ N P C-KT 細胞産生 E B V D N Aの コ ス
ミ
ッ ド ク ロ
ー
ニ ン グに よ っ て 得られ た Ba m HI W領域を含む
D N Aク ロ ー ン 9 であり , 金沢大学が ん 研究所 ウイ ル ス 部 , 佐
藤 博博士 か ら供与を受けた , プ ロ ー ブ の 標識か ら ハ イ プ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ソ 後 の 検出ま で の 過程ほ すべ て タ カ ラ ニ ュ ー DN A
ケ ミ プ ロ ー ブ キ ッ ト (宝酒造)を用 い て行 っ た . ま ず熱変性させ
た プ ロ ー ブ D N Aの シ ト シ ソ 残基に ス ル ホ ン 基を 導入 する こ と
に よ り PN Aの 化学修飾を行 っ た . フ ィ ル タ ー を ハ イ プリ ダイ
ゼ ー シ ョ ン 溶液 (6× SS C, 0.1 % S D S,1 00pg/ml勲変性 サ ケ 精子
DN A, 0.1%ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン , 0,1% ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ
ン , 0.1% フ ィ コ ー ル 400) 中で6 8 ℃ 1時間 プ レ ノ ､ イ ブ リ ダイ
ゼ ー シ ョ ソ を 行 い , つ い で 熱変性 さ せ た 化学修飾 プ ロ ー ブ
D N A を加え68 ℃16時間 ハ イ プリ ダ イ ゼ ー シ ョ ソ を 行 っ た . そ
の 後フ ィ ル タ ー を 2×SSC, 0.1 % S D S溶液中42 ℃で 2回 洗浄
し , さ らに 0.1×S S C,0.1 % S D S溶液中42 ℃ で 2回 洗浄 した . 洗
浄後 , フ ィ ル タ ー に 坑 ス ル ホ ン 化 D N Aモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体-
(一 次抗体) を加え , さ ら に ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ ク ー ゼ 標識抗 マ
ウ ス IgG 抗体(二 次抗体) を加え た . 最後に 発色性基質を加え
て D N A断片 の 検出を行 っ た .
Ⅶ . 抗E BV 抗体価の測定
1 . 坑 V C A抗体価
日沼 ら18)の 方法に 準 じて 蛍光抗体間接法に よ り測定 した .
2 . 抗 E A抗体価
He nle ら5), Hin u m aら
6) の 方法 に 準 じて蛍光抗体間接法に よ
り 測定 し た . 結 果 は , 当 教 室森 下
20} の 基 準 に 従 っ て 抗
V C A-IgG 抗体価 は ≧1:640を 陽性 と し, ま た抗 V C A-IgA 抗
体価 , 抗 EA-IgG 抗体価 , 抗 E A-IgA 抗体価はそ れ ぞれ ≧1:
1 0を 陽性と した .
Ⅷ . ヌ ー ドマ ウ ス へ の N P C- K T細胞の 移植
1 . ヌ ー ド マ ウ ス に おける腫瘍作成
7週齢の メ ス の ヌ ー ド マ ウ ス (B A L B/C n u/n u)に 腫瘍形成
率 を高め る た め に 深部治療 Ⅹ 装置 K M C-1 8-2 形 (東芝, 東
京) に て 約 41 0cGy の 全身照射 を行 い , 翌 日 約 2×1 0
丁 個 の
N P C-K T細胞を 右大腿外側皮下 に27 ゲー ジ針に て移植 した .
2 . 形成 され た 腫瘍 へ の FN A B
移植後 2 - 3週間後に 腫瘍形成 を認め た ヌ ー ド マ ウ ス に , ネ
ソ ブ タ ー ル 0.1 5ml を腹腔内投与 しほ ぼ行動が静止 した と こ ろ
で F N A B を施行 した . 1 0mlデ ィ ス ポ ー ザ ブル 注射簡 に穿刺針




Fig･ 1･ Nas opharynge al c a rcin o m a(patie nt n u mbe r 5).
Squa m o u s c ellc arcin o m a(W H Otype l). T he tu m o r c e11s
Sho w definite evide n c e of squ a m o u sdiffer e ntiatio n with
the pre s e n c eof inter c e11ular bridge s a nd kera.tiniz atio n.
He m ato xylin-e O Sin staining(× 400).
Fig･ 21 Nas opharynge al c ar cin o m a(patie nt n u mber 3).
No n-ke ratinizing ca rcin o m a(W H Otype 2). T he tu m or
C e11s ha v e w ell defin ed c elIm argin s a nd sho w a n a rr a nge-
m e nt thatis str aitied orpa v e me nted. T hetu m orgr o w sin
C O m m O nPle xifor m patter n a nd lacks ker atiniz atio n.
He m ato xylin-e OSin staining(× 400).
Fig･ 3･ Na sopharynge al c ar cin o m a(patie nt n u mber 4).
Undiffere ntiated c ar cin o m a(W H Otype 3). The tu m or
C ells ha v ela rge nu clei with promin e nt n u cleoli. Cytoplas m
is s c a nt a nd cytoplasmic o utlin e s areindistin ct. T he
tu m or c ells ha v e a nintim ate relatio n ship withlym pho cyte s.
He m ato xylin-e O Sin staining(×200).
た
21'
･ 穿刺針と して は23 ゲー ジ 軋 21 ゲー ジ 軋 18ゲ ー ジ針 を
用 い て 各 々 10 回施行 した ･ 採取 した細胞は - 80 ℃に て 一 時保存
した ･ さ ら屯こ ヌ ー ド マ ウ ス 形成腫瘍を切り出 し10% ホ ル マ リ ン
で 固定 した後 , へ マ ト キ シ リ ソ ー エ オ ジ ン (he m ato xylin- e OSi｡,
H E) 染色を行 っ た .
Ⅸ . 簡易P C R法
N P C-KT 細胞を 0･8 % NaCl, 0･02 % K Cl を含む 10m M リ ン 酸
緩衝生理食塩水液 (pH 7･2)(pho sphate-buffer ed s alin e, P B S) に





, 10, 1 個 ま で の 希釈系列 を作成 し た . 50m M
K C l･ 1･5m M MgC12 を 含む 10m M Tris- H Cl緩衝液(pH 8.3) に
0･45% ト ウ ィ ー ン20, 0.45% ポ リ オキ シ エ チ レ ン (1 0)オ ク チ ル
フ ェ ニ ル エ ー テ ル , 1 00摺/血 プ ロ テ ィ ナ ー ゼ K を加 えた 溶液
50恥1 に て それ ぞれ の 希釈系列を溶解 して , 56 ℃, 4時間 イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン した後 , 10分間煮沸 し , プ ロ テ ィ ナ ー ゼ K の 失
括を 行 っ た ･ 室温 に も ど して か ら細胞溶解液 4 3.75〟1 に デ オ キ
シ ア デ ノ シ ン 三 リ ン 酸 ∴デ オ キ シ グア ノ シ ソ 三 リ ン 酸 一 デ オ キ










騨 ∵ 軋 ｣ 1 2 3 凌5 6
頑 1 2 2 bp
M ア 8 9 1 か 1 11 2 1 3 1 凌
Fig･4･ Analysis of Epstein-Barr vir u s(E B V ) D N Aobtain ed
fro m n asopharynge al c a rcin o m as m eta static
lym ph n odes by polym e ra se chain re a ctio n
ele ctr ophor e si . T he la n es w ere a sfollo w s :
Ha eⅢ digest; R, Rajic el(po sitiv e c o ntr ol);
(n egativ e c o ntr ol);1 ～ 1 4, patient n u mber s of
eal c ar cin o m a s m etastatic to c ervic al lym ph
P C Rprodu ct with T C 60a nd T C 61prim er s
D N Afragm e nt. T he P C Rprodu ct w a s not
n u mber s2′ 5, 7J 8 a nd l O･ bp. bas epair s;
to c ervic al
(P C R)a nd
M , ¢Ⅹ 174/
J, Jurkat c ell
n a s opharyng-
n ode s. T he
W a S a1 22bp
detected in
7乙 118, 310
a･nd 603, ba sepair n umbe r of D N A fr agm e nts in ¢Ⅹ 174/
Ha eⅢ dige st size m arker;1 22, bas epair n u mber of P C R
Pr Odu ct.
上 咽 頭病質部転移 の 分子 生物学的診断法
Taq DN A ポ リメ ラ
ー ゼ1.25単位 , オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドプ ラ イ
マ ー 各 1FLM を加え , Ⅳ と同様 の 条件 に て P C R反応 を行 っ た ･
ヌ ー ド マ ウ ス 形成腫瘍に お ける F N A Bに て採取 した 細胞も同
様の 方法に て P C R反応 を行 っ た ･
成 績
Ⅰ . 上 咽頭店頭部 リ ンパ 節転移組織 の病理組織像
扁平上皮癌は い わ ゆ る細胞間橋や角化傾向が認め られ る もの
で あるが , そ れ が み られ た の ほ 今回検討 した14例中 , 症例5 の
1例 の み で あ っ た (図1). 非角化型癌ほ . 細胞 の 境界が 比較的
明瞭 であり重層の 構築を な して お り問質と細胞群 の 間が 区別で
き るも の で , 症例 2 , 3, 9 , 11, 13の 5例が これ に 相当 した
(図2), 未分化型癌は t 角化 ほな く核の 小胞や細胞膜 が 不 鮮明
で合胸体様 に 見 え る こ と が多 く ∴細胞群 と問質の 境界 が不 鮮明
なもの で , 症例 1 , 4 , 6, 7 , 8 , 軋 12, 1 4の 8例 が こ れ
に 相当 した ( 図3).
Table5. Dete ctio n of β一globin a nd E B V D N A in
















































-) + , detected; - , n Ot detected.
Fig, 5. An alysis of E B V D N A fro m n a sopharynge alc arcin o
-
m as m eta static to c ervic al lym ph n odesby Souther nblot
hybridiz atio n. T hey w er e a nlysis of r epre s e ntativ e
po sitiv e P C Ra mplific atio n r e actio n s･ T he la n e s w ere as
follo w s :R, Raji c ell(positiv e c o ntr ol);1, 3, 4, 6, 9, 11, 12,
13a nd 1 4, patie nt n u mbers of n a s opharynge al c ar cin o m a s
m eta sta_tic to c ervic a1 1ymph n ode s.
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Ⅱ . パ ラ フ ィ ン 包哩組織 からのE B V D NA およびβサ ロ ビ
ン D N A の検出
1 . 上咽頭癌症例
E B V D N Aの P C R反応終了後の 電気泳動像 で は , 症例 1 ,
3 , 4 , 6 , 9, 11, 1 2, 1 3, 14の 9例 に E B V D N Aの 増幅を
示 す122塩基対 の D N A断片が検出され た が , 他 の 5 例に ほ 検
出され なか っ た(図4)(衰5), ま た E B V D N Aの コ ス ミ ッ ド ク
ロ ー ン 9 を プロ ー ブ と して用 い た サ ザ ン プ ロ ッ ト ノ ､イ ブリ ダイ
ゼ ー シ ョ ソ 法に ても , 上記 9症例に お い て P C R法に て 増幅 さ
れ た1 22塩基対の D N A断片が検出 され , 同 D N A が E BV
D N A由来で ある こ と が証明 され た ( 図5), β一グ ロ ビ ン DN Aの
P C R反応終了後 の 電気泳動像 で は , 1 2症 例 に β一グ ロ ビ ン
D N Aの 増幅を示 す262塩基対の D N A断片が検出 され た が , 症
例 5 お よ び 8 で は検出され な か っ た (図 6). した が っ て症例 5
お よ び 8の パ ラ フ ィ ン 包哩 組織か ら抽出され た D N A を用い た
場合に み るよ う に P C R反応でも E B V D N A が検出できな い こ
と が ある . しか し 上 記 2症例を除くと残り12例中9例(75 %)
に E B V D N A が検出され た こ と に な る. 病理 組織別 の 検討 で









M R J 1 2 34 5 6
肇 26 2細
璃 ご62bi.)
M 7 8 9 1 0 1 1 2 1 3 14
Fig.6. An alysis ofβ一globin D N Aobtain ed fro m n as ophary-
geal c ar cin o m a s m etastatic to c er
vic al lymPh n ode s by
PC Ra nd ele ctr ophor e si ･ The la n es w e re a sfollo w s :M,
¢X 174/Ha e Ⅲ dige st; R, Raji c ell(po sitiv e c o ntr ol);JI
Ju rkat cell(negativ e c o ntr ol);1 ～ 1 41 Patie nt n u mbers of
n as opharynge al c ar cin o m asm eta static to c er vic al ly
mph
n ode s. The P C Rpr odu ct with K M 29a nd K M 38 prim ers
w a sa 262bp D N A fr agm e nt･ T he P C Rpr odu ct w as n ot
dete cted in n山mber s5 a nd 8･ T he se c a s es didn ot c o ntain
s uffic e nt D N A for a n alysis･ 72, 194, 271a nd 603, ba s e
p?ir n u mber of
D N A fr a早m e ntS in ¢Ⅹ
174/Ha e Ⅲ digest
sIZ e m arke ;262, bas epalr n u mber ofrP C Rprodu ct･
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例中 5例(71 %) に E B V D N A が検出 され た .
2 . 対照群症例
対照 と した 上 咽頭癌以外の 頭頸部扁平上皮癌頸部転移症例 ,
非 ホ ジキ ン リ ン パ 腫 症 例 お よ び 反応性 リ ン パ 節 腫脹症例 の
E B V D N Aの 検討で ほ ょ す べ て の 症例 に お い て P C R反応後 の
電気泳動像お よ び サ ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 に
て E B V D N Aの 増幅を 示 す12塩基対 の D N A断片 ほ検出 され
なか っ た ･ また β-グ ロ ビ ン D N Aの P C R反応終了後 の 電気泳
動像 で は , 症例12 お よび16 を除く18例 に β-グ ロ ビ ン D N Aの 増
幅を示 す262塩基対の D NA 断片が検出 され た が , 症 例1 2 お よ
び16 で は検出さ れ な か っ た ( 図7). 以上 か ら , 対照と した 症例
18例全例に お い て E B V D N Aは検出 され な か っ た と 判 断 さ れ
た .
Ⅲ . 上咽頭癌症例 に お け る抗E BV 抗体価
抗 E B V抗体価が測定 され た症例 は症例 7 を除 く1 3例 で あ
り , そ の う ち症例8 ほ放射線治療後の 値 で あるが 他の1 2例は 治
療前に 測定され たも の で ある (表6). 抗 V C A-IgG 抗体価 は13
例中10例が 陽性 で あり , 病理 組織別で ほ非角化型癌症例 で は 5
例中 4例(80 %), 未分化塾癌で ほ 7 例中 6例 (86 %) が 陽性 で
あ っ た ･ 抗 V C A-IgA 抗体価 お よ び抗 EA-IgG 抗体価 は い ず れ
も13例中11例が 陽性 であり ∫ 病理 覿織別 で はい ずれ も非角化塾
病症例 で ほ 5例中 4例(80 % ), 未 分化塾痛 で は 7 例中 6例
(86 %)が 陽性 であ っ た . 抗 E A一IgA 抗体価 で は1 3例中8例 が陽
性 であ り , 病理 組織別 で は 非角化塑病症例 で ほ 5 例 中 2例
(40%), 未分化型癌で ほ 7例中 5例(71 %) が 陽性 であ っ た .
Ⅳ
. ヌ ー ドマ ウ ス 可 移植性腫瘍
放射線照射 ヌ ー ドマ ウ ス に お い て , 大腿皮下の 移植部位 に
4 ～ 5 日 目 よ り腫脹が認 め られ 徐 々 に 大き さ , 硬度 を 増 し ,
1 2～ 14日 冒に 明白な腫瘍形成が確認 され た (図8). 移植後14 日
目 に 摘 出され た 皮下腫瘍の HE 染色に よ る観察 で は , 腰瘍細胞
の 胞体 は大きく複数の 大きな核小体を持ち核分裂像を認め る癌
細胞組織 であ っ た . 細胞の 辺夜は比較的明瞭であり , W H Oの
上 咽頭癌分類 で は 非角化塾に 相当す ると 考え られ た (図9 ).
V . 簡易P C R法 に よ る結果
N P C-K T細胞 を用 い て 作成 され た 細胞数 105, 1 04, 1 03, 1 02,
10, 1 個 まで の 希釈系列に よ る簡易 P C R法後 の 電気泳動像 で
は , 1 0
5
個か ら 102個 ま で E B V D NA の 増幅を示 す1 22塩基対の
D N A断片が検出 され た が , 10個 以 下 で は 検出 され な か っ た
( 図1 0)･ 以 上 か ら 今 回 剛 ､ た 簡 易 P C R法 で ほ , 少 な く と も
1 00個の N PCTK T細胞 があれ ば EB V D N Aの 検出が 可 能 で あ
る こ と が示 され た .
ヌ ー ド マ ウ ス 形成腫瘍に お け る F N A Bに よ っ て 採 取 され た





M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0
■ 2 6 2 bp
M †F †2 】3 -バ 5ー -6 け は 柑 フO
Fig･7･ Analysis of β-globin D N Aobtained fr o m c ervic al
lym ph n ode s of othe rhe ad a nd n e ck tu m ors by P C Ra nd
ele ctr ophor e si ･ T he la n eヲ W er e aSfollo w s :M･ ¢X 174/
Ha e Ⅲ digest; l ～ 20･ Patle nt n u mber s of c er vic allym ph
node s of otherhe ad a nd ne ck tu m o rs. Nu mbe rs12a nd
16 didn ot c o ntain s uffic e nt D NA fo r a n alysis.
Table6･ Anti-E B Va ntibody titersin s erafr o mpatie nts of n a sopha rynge alc a rcin o m a
Anti-E B Va ntibody titers
patient














































































































































-) N D, n Otdo n e.
上 咽頭癌頸部転移の 分子生物学的診断法
21 ゲー ジ針 , 18 ゲー ジ針い ずれ の 針を 用 い て も E B V D N Aの 増
幅を示 す122塩基対の D N A断片が検出 され た(国11). そ れぞれ
の 針 を 用 い て F N A B を1 0 回ず つ 施行 した が , す べ て E B V
D N A が検出 され た . ま た サ ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 法 に て も P C R法 に て 増幅され た122塩基対の D N A断片
が検出さ れ , 同 D N A が E B V D N A由来で ある こ とが 証明 され
た (図12).
考 察
上 咽頭癌ほ頭頸部悪性腫瘍の 中で ほ本邦 に お い て さ ほ ど頻度
の 高 い 疾患 で は な い が , 疫学的に は 中国南部 , 台湾, 香港 , シ
ン ガ ポ ー ル な どに 多発す る地域特異性 がある . こ れ ほ , ある特
定 の 組織適合抗原(hu m a nle u cocyte antige n, H L A)A2 をも つ
人に 上 咽頭癌の 発生が多い と い う人種的な遺伝的要因
22)
, お よ
び環境国子 と して 日 常摂取す る塩療け魚に含 まれ る発癌物質 ニ
ト ロ サ ミ ン や 生薬の もと と な る薬用 植物に 含 まれ る発癌促進物
質な どに よ るも の と考え られ て い る23). 本疾患と E BV と の 関
連性は t Old ら2)の 報告以来注目 され て い る . そ の 密接 な 関係
は , 上 咽頭癌患者血清中に EB V関連抗原 E Aや V C Aに 対す
Fig. 8. Subc utan e o u stu mor of B A L B/C n u/n u n ude
m o u s e. W he n N P C-K Tc e11s w erein o c ulated subc uta n e-
O u Sly in eight-W e ek-Old fe m ale n ude m o u s e, a tu m O r W aS
dev eloped tw o w e ekslater.
Fig. 9. Hem atoxylinーe OSin stalm ng Photomicr ograph of
S ubcuta n e o u stu mor fr o m nude m o u se in oculated of
N P C-K Tc eLIs(×400). 1n etu m or c ells ha v elarge n u clei
With pr o min e nt n u cle olia nd n u m er o u s mito s es. But they
ha v e w eu defin ed c ell m argin s. T he sefindings ar e







■ 1 2 2 bp
M 1 2 3 4 5 6
Fig.1 0. Analysis of E B V D N A fr o m s erial 10
-fold diluto n s
of N PC-K T cells ra nging fr o m lxl O5 c elLs to I c ell by
P C Ra nd ele ctr opho re si , T he la n es w er e asfollo w s :M,
¢X 174/Ha eⅢ dige st;1, 1 c eu; 2, 1×1 0c ells;3, 1×102
c ells; 4, 1×1 0
3
c e11s; 5, 1×10
4
c els; 6, 1×10
5
c e11s. If
ther e w ere at least l OO N P CTK T c ells, the E B V D N A






■ 1 2 2bp
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Fig. 11. An alysis of E B V D N Aobtain ed fro m the F N A B
s a mple s by P C R a nd ele ctrophore si ･ F N A Bw a s
perfor m ed in a subcuta n eo u stu m or of n ude m o u s eby use
of 23, 21 a nd 1 8ga uge n e edle. T he la n es w er e a s
follo w s :M
, 4}X 174/Ha eⅢ digest:1 ～ 3, 23ga uge n e edle
s a mple s; 4 ～ 6, 21ga uge n e edle s a mple s ;7～ 9, 18 gauge
n e edle s a mple s, T he E B V D N A fr agm e nt w asdetected in
all F N A Bs a mples.
1 22 bp ト
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Fig･1 2･ An alysl声 Of E B V DN A obtain ed fr o m
the F N A B
sa mples by So uthernblot hybridiz atio n･ T h
e lan es w er e
asfo1lo w s :1 ～ 3, 23ga uge n e edle s a mples;4
～ 6, 21ga uge
ne edle s a mples;7～ 9,1 8ga uge n e edle sa mples･ T he E B V
D N Aw asdetected in F N A Bsa mples･
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る 抗体が健康人や他 の 頭頸部悪性腫瘍愚者に 比較 して 高頻度 ,
高力価 で認められ る こ と 榔 2 )`, 上 咽頭癌細胞内に E B V関連核
内抗原(E B N A)が検出され る こ と1
4)
, 核酸相補試験に よ り E B V
D N A が 上咽頭癌細胞 内 に 見 い だ され る こ と
Il卜 印
, さ ら に
Rabb-Tr a ub ら
2S)に よ っ て 上 咽頭痛風織に おけ る E B V ゲノ ム
の 単ク ロ ー ン 性 , す なわ ち 上 咽頭癌 は 1個の E B V感染細胞か
ら発生す る こ と が示 され た こ と に よ り疑 い の な い もの と考え ら
れ て い る .
上 咽頭癌の 病理組織学的分類は と りわ け , 未分化型 に お い て
病理学者の 統 一 され た 見解が み られ て い な か っ た . Pra s ad28)は
病理組織学的に 未分化型 , 低 分化型扁平上皮癌 , リ ン パ 上 皮
腫, 移行上 皮癌 と診断 され た 上 咽頭癌20例を電子顕微鏡 で 観察
し ト 踵瘍細胞間の 橋小体 の 存在と腫瘍細胞質内の 張原線椎ケ ラ
チ ン 様 の 構造の 存在 を全例に 認め た こ とか ら, 全 て 扁平上 皮癌
の 未分化型であ っ た と報告 して い る . そ の 後, そ の 形態学的特
徴をも とに W H O分構
1 丁)が 発表 され て 以来 , 一 般 に 広く用 い ら
れ る ように な っ た . W H O分類 でほ 扇平上皮癌 , 非角化型癌 ,
未分化塑癌の 3 つ の 型 に 分類 され て い る . 扁平上 皮癌は W H O
分類 1塾 で あり全体 の25%2T)を 占め , い わ ゆ る細胞間橋や角化
僚向が認め られ るも の で ある . ま た未分化型に比較 しや や 高齢
者に 多く若年層 に は見られず , 放射線療法濫 よ る効果が低い の
が特徴 と され る . 非角化型癌は W H O分類 2型 で あ り 全体 の
12%2丁)を占め , そ の 組織学的特徴ほ細胞 の 境界は比較的明瞭 で
あり重層の 構築 を な してお り問質と細胞群の 間が 区別 で きる も
の で ある . 臨床 的, 血 清学的 , 治療上 の 特 徴と して 次の 未分化
型に類似 して い る . 未分化型癌は W H O分類3型であ り全体の
63%2丁)を 占め , 角化は なく核の 小胸や細胞膜が不 鮮明で合胞体
様に 見え る こ とが 多く細胞群と問質 の 境界は不 鮮明である . こ
の う ち , 非角化型や未分化塾で は抗 V C A JgA, 抗 E A-IgG, 抗
E A-IgA 抗体価が 上 昇 して い る こ と や , 腫瘍細胞内の 約90% に
E B N Aの 検出が 認め られ る こ と2J)な どよ り E B Vと の 関連性が
強く示竣 され て い る .
頭深部飯域の 悪性腫瘍 ほ高率 に 頚部 リ ン パ 節 に 転移 が み ら
れ , 頸都腫瘡を主 訴 と して 受診する症例が多い . こ の 中に ほ 初
診時に 頸都度療 の 生検 な どに よ っ て 転移が 証明され て も原発部
位が 不 明な , い わ ゆ る原発巣不 明頸部転移病症例も含ま れ る .
原発巣不 明頸部転移癌 の 予後 は不 良で あ り , 5年 生存率 ほ約
20% 前後と報告され て い る29卜 32). こ の 原田の ひ と つ と して ほ や
ほ り原発部位を含 めた 根治的治療 が困難 であ る こ とが あげ ら
れ , こ の 点か らも原発部位の 同定 ほ治療上重要 である . 原発巣
不 明頚部転移癌症例 の 3分 の 2 は原発巣が頭深部領域 で ある と
い われ
鮎)
, 原発部位と して は上 咽頭, 看板部が最も多く , 次 い
で 扁桃 , 下咽頭 , 声 門上 部 と報告されて い る叫 .
上 咽頭癌は隆起性 に 増殖す る こ とが 少なく , 多くの 場合ほ 粘
膜下に 浸潤するた め早期 に 上 咽頭楢原発巣が診断 される こ と ほ
少な い . また他 の 頭頸部悪性腫瘍と異な り未分化型上咽頭痛が
多く早期に頸部 リ ン パ 節に 転移する こ とが 多い た め , 初診時に
は 原発巣不明頸部転移癌と して 扱わ れ る こ と が ある . そ こ で 今
回 著者 ほ , 原発巣不 明頸部転移癌症例 の 中か ら上 咽頭癌を診断
ある い ほ除外す る た め の 補 助診断法を 確立す る た め 本研究 を
行 っ た . 上 咽頭癌に お ける E B V D N Aの 存在 に関 して ほ t Zu r
日a u s e nら川 によ り核酸 ハ イ プ リダ イ ゼ ー シ ョ ン を使用 した ア
フ リ カ 上 咽頭癖の E B V D N Aの 検出を最初に , 多くの 報告が な
され てきた . 初期 の 段階で ほ ア フ リ カ 地域に おけ る未分化型上
咽頭癌に 限 られ て い た が , Ander s o n-An v r et ら35)は , ア フ リ カ
地 域以外 の 上 咽頭痛 か ら E B V D N A を検出 した . さ ら に
Raab-Tr aub ら
36) ほ , 未分化塑上咽頭癌(W H O分類 3) に 限 ら
ず , 分化型(W H O分類 1), 非角化型(W H O分類 2)の 上 咽頭
癌 に お い て も高 い 陽性率を 示 すと 報告 した . そ こ で まず上 咽頭
癌 の 頸部リ ン パ 節転移組織中 の E B V D N Aの 存葦 に つ い て検
討を 行 っ た . 上 咽頭癌14例 の 頸部リ ン パ 節転移 パ ラ フ ィ ン 包唾
範織 , お よ び対照症例 と した 他の 頭頸部癌 , 悪性 リ ン パ 腫 , 反
応性 リ ン パ 節腫脹症例計20例 の 頸部リ ン パ 節 パ ラ フ ィ ン 包埋組
織か ら D N Aを 抽出 し, P C R法を 用 い て E B V D N Aの 検出を
試み た . 全例 ヒ トデ ノ ム の β- グ ロ ビ ン D N A を P C R法に て増
幅 よ 検出する こ と に よ り反応に と っ て適切な D N A が存在する
こ とを 確認 した 上 で , EB V DN Aの 検 出を検討 した . 上 咽頭癌
症例 に お い て ほ , 14例中症例 5 お よび 8 はβ- グ ロ ビ ン D N Aは
検出 されず, 適切な D N A が含 まれて い な か っ た . こ れ ら 2例
を 除外する と12例中 9例(75 %) に E B V D N Aの 検出が み られ
た . 今回 検討 した 症例 に つ い て W H O
l T) に よ る上 咽頭癌病理分
類 でみ る と , 未分化塑癌7例中 5例, 非角化型痛 5例中 4例に
E B V D N A が検出 され た . 上 咽頭病原発巣 に おけ る病理 分類別
の E B V D N Aの 検 出で は , A kao ら37)は非角化型ほ1 3例中 8
例 , 未分化型で ほ1 0例中10例 に E B V D N A が検出 され た と 報告





一 方 , 対照群 と した20例中β- グ ロ ビ ン D N Aが 検
出 され た18例に お い て , 全例 E B V D N A が検出 され な か っ た .
以上 の 結 果か ら P C R法 を用 い た 頸部転移組織中か ら の E B V
D N Aの 検出ほ l 上 咽頭癌 に 特異的な所見である こ と が 示唆 さ
れた .
また 上 咽頭癌 と E B V との 関連 に つ い て は t か ね て か ら多く
の 血清学的診断が な されて きた . す なわ ち , 上 咽頭癌患者血清
ほ バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫 及 び 伝染性単核症患者 血 清 と 同 様 に
E B Vの V C Aな らび に E Aに 対するIgG抗体価が有意に 高い と
報告 され , 本邦に お い て も同 様の 研究 がなされてきた 糾)T) 錮l)42)
さ らに War aら
g)に よ り上 咽頭癌患者に お い て は 血清 IgA 濃度
が 上 昇する こ とが 指摘 され , また He nle ら10)は上 咽頭癌患者血
清の V C A, E Aに 対 する IgA 抗体価 を測定 し , 血 清 IgA 濃度
と同様に V C A, EA の IgA 抗体価も高頻度 に 陽性であ る こ と を
見 い だ した . ま た Fu r uka w aら43)は 未分化型 上咽頭癌 の 頸部 リ
ン パ 節転移を認め る症例に お い て , 血 清抗 E B V抗体価と りわ
け V C A,IgA 抗体価の 上 昇が 上 咽頭癌 に 特徴的 で ある と 指摘 し
て い る . 今回検討 した 上 咽頭癌14例中治療前 に 抗 E B V抗体価
が郷定さ れ た症例で ほ I V C A,IgG 抗体価は12例中9例(75%),
V C A,IgA 抗体価は12例中11例(91.7 %), E A-IgG 抗体価は12例
中11例(91.7 %), E A-IgA 抗体価は12例中8例(66.7 %)が 陽性で
あ り , 当教室森下20)の 報告 に よ る他の 頭頸部癌の 抗 E B V抗体
価陽性率 がそ れ ぞれ13.3%, 6.7% , 10% , 3.3% で あ っ た こ と
と比較す る と 高 い 陽性率を 示 した . ま た Pe a工S O nら瑚 は ,
W H Oの 上 咽頭療病理分類別 に抗 E B V抗体価を比較検討 して
お り , V C A-IgA 抗体価 , E A-IgG 抗体価は扁平上皮痛(W H O
分類1) で はそれ ぞれ19%, 38%の 陽性率で あ っ た の に 対 し ,
非角化塾(W HO 分類 2)で ほ82%, 91タ` の 陽性率であ り, また
未分化型(W H O分類 3) で は 錮 %, 86% の 陽性率であ っ た と報
告 し て い る . 本 研 究 に お い て も , 治 療 前 に 測定 さ れ た
V C A JgA 抗体価 . E A-IgG 抗体価 は非角化型で は 共 に80% で
あ り , 未分化塾 で は共 に100% であ っ た . 以上 か ら, 抗 E B V･抗
上 咽頭癌頸部転移 の 分子 生物学的診断法
体価測定が 上 咽頭癌 の 血 清学的診断法 の ひ と つ と な る こ とが 示
竣 され るが , こ れ の み で ほ腫瘍組織中の E B Vを 証明 したわ け
で ほ な い の で 上 咽頭癌頸部転移の 補助診断法 と して は 不十分 で
ある と 思わ れ る .
頸部腫癌 の 組織診断は外切開 に よ る腫癌の 切除 , 摘出に よ る
もの が 確実 であるが , こ の 際悪性腫瘍で は腫瘍細胞播種の 危険
があ る . 近年 で は よ り非侵襲的な方法 と し て 穿刺吸引細胞診
(F N A B) が 外来診療 に お い て頻用 され て お り , 耳下腺腫瘍や甲
状腺腫瘍の 術前診断 に お い て も行わ れ る こ と が 多 い . F N A B
は , 深部に ある主 と して腫瘍性病変 に 対 して 上 皮を 介 して針を
穿刺 し吸 引に よ り陰圧 をか けて そ の 細胞 を採取する病理診断法
で あり , 18 ゲー ジ針 の ような 太い 注射針 で は腫瘍細胞播種の 危
険性 がある こ とか ら 一 般的 に は21～ 2 3 ゲー ジ の 細い 注射針が用
い られ る
21)
. F N A B は頸部転移癌の 診断に も有用 で あり , 頭頸
部癌 の 多く は扁平上皮癌である こ と か ら覿織塾 の 診断は比較的
容易である . F N A Bの み で は原発部位の 推定 は困難である が ,
前述 の ごとく上 咽頭癌の 頸部転移阻織中に ほ EI∋V D N A が高
率に 存在する ことか ら , 頸部腫癖の FN A Bに よ っ て採 取 され
た 細胞か ら E B V D N A を検出す る こ とが 上 咽頭癌 の 補助診断
の ひ と つ に な る こ とが 予測され る . そ こ で ヒ ト上咽頭癌初代培
養細胞か ら樹立化 され た E B V ゲノ ム 保有上 皮系細胞株である
N P C-K T細胞を ヌ ー ド マ ウ ス に 移植 し , 形成 され た 皮下腫瘍
に 対 して F N A B を施行 して P C R法に て 採取 され た 細胞 か ら
E B V D N Aの 検出を 試み た . 本実験 で は対象 とな る細胞 が微量
で ある こ とか ら D N A抽出操作 は行わず , 細胞を プ ロ テ ィ ナ ー
ゼ K を含む 細胞溶解液中で処理 した 後すぐに P C R反応を行 っ
た (簡易 P C R法). こ の 方法 は D N A抽出が困難 で ある 微小組
織に も行え , 手技が 簡便で短時間の 操作で行え る利点がある こ
と か ら臨床上有用 で あると 思わ れ る . N P C-K T細胞の 希釈系列
を 用 い た 簡易 P C R法 の 結果か ら , 細胞数 が 102個 以上 で あれ ば
E B V D N Aの 検 出が可 能で ある こ と が証明 され た . F N A Bに
よ っ て採取 され る細胞数は手技や対象観織内の 状態に よ っ て 左
右 され るが 最大 10個 と い わ れ て お り , 十分 E B V D N Aの 検出
は可 能 と思わ れ た . ヌ ー ドマ ウ ス 形成腫瘍 に お け る F N A Bの
実験 で は , 穿刺針の 径を変 え る こ と に よ っ て検出率に 違 い が 生
じる か否 かを 確認する 目的 で 穿刺針を18, 21, 23 ゲー ジ と 3種
顆 用意 してそ れ ぞれ F N A B を10 回ず つ 施行 した . P C R反応後
の 電気泳動像 で ほ どの 穿刺針 で も1 0 回 ともす べ て E B V D N A
が 検出 され た . ま た穿刺針が太い ほ ど E B V D N A断片は濃くみ
られ , 穿刺吸引 され た 細胞量 が よ り多い た め と 思わ れ た . 以上
か ら , 2 3ゲ ー ジ と い う 細 い 穿 刺針 を 用 い て も十分 に E BV
D N A が検出可能である こ とが 証明 され た . 本実験結果か ら ,
原発巣不 明 頸部転移病症例に 対 して F N A Bを施行 し採取 さ れ
た 細胞を 用 い て 簡 易 P C R法 に よ る E B V D N Aの 検出を 行う こ
とほ , 上 咽頭癌頸部転移の 分子生物学的手法を 用 い た補助診断
法 と な り得 るもの と 思わ れ た . 実際 , F N A B とい う 比較的簡便
な検査手技 と P C R法を 用 い る こ と に よ っ て 短 時間 で E B V
D N A が検出可能 で あ り, 本法ほ抗 E B V抗体価の 測定と とも に
上 咽頭癌頸部転移の 診断に お い て 有効な 検査法 と して 利 用可 能
で ある こ と が証明できた .
結 論
過去 に 上 咽頭癌頸部 リ ン パ 節転移 と診断 され た症例14例に お
い て ▲ 転移リ ン パ 節 の パ ラ フ ィ ン 包埋組織から P C R法 を用 い
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て E B V D N Aの 検出を行 っ た . 対照群 と して上 咽頭癌以外 の 頭
頸部悪性腫瘍 (扁平上皮癌)で 頸部 リ ン パ 節転移を認め た16例 ,
悪性 リ ン パ 腫の 頸部転移リ ン パ 節 3例 , 反応性 リ ン パ 節腫脹1
例 を選び同様 に E BV D N Aの 検出を行 っ た . さ ら に E B V ゲノ
ム 保有上 皮系細胞株 N P C-K T細胞を ヌ ー ド マ ウス に 移 植 し形
成 され た 皮下腫瘍に 対 して F N A Bを 施行 し, 採取され た 細胞
を用い て P C R法を 行い E B V D N Aの 検出を 行い , 以下の よ う
な 成蹟 を得た ,
1 . 上 咽 頭癌頸部 リ ン パ 節転移 の パ ラ フ ィ ン 包哩組織14例中
1 2例に ヒ ト β-グ ロ ビ ン D N A が検出され た . こ の12例中 9例に
E B V D N Aの 検出が 見 られ た . 対照 群で は ヒ ト β-グ ロ ビ ン
D NA が検出 され た18例に お い て すべ て E BV DN A は検出 され
な か っ た .
2 . E B V D N A検出例は , 病理観織学的分類で は非角化型 ,
未分化塑で あり , 検出され た 全例に 血清 V C A-IgA 抗体価の 陽
性 がみ られ た .
3 . N PC-K T細胞 の 1 ～ 105 個 の 希 釈系列 を 用 い た 簡易
P C R法に よ る 実験 で は , 102 個 以上 の 細胞 が あれ ば E B V
D N Aの 検出が 可能 である こ とが 示 唆 された .
4 . X 線を 照射 した ヌ ー ド マ ウ ス に 移植 され た 2×10
7
個 の
N P C- K T細胞 に よ っ て 約 2週間で顕著な腫瘍形成が み られ , 鹿
瘍の 観織像ほ 上 咽頭癌阻織分類に お け る非角化型 を示 した .
5 . ､ ヌ ー ド マ ウ ス に 形成 され た 腫瘍 へ の F N A Bに お い て 穿
刺針と して18, 21, 23 ゲー ジの 3種煤を用 い た が , 全例に 採取
され た 細胞 を用 い た簡易 PCR 法 に よ っ て EB VDNA の 検出が
見 られ た . 以上 か ら F N A Bに よ っ て採取 された細胞を 用 い た
簡易 P C R法に よ る E B V D N Aの 検出は , 上咽頭癌頸部転移の
分子生物学的診断法と な るもの と思わ れ た .
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A bstra ct
A relation betwe e nEpstein - Bar rV iru S(E B V) andn as opharynge alc ar Cin om a(N P C) waspostulated on thebasis ofthe
丘nding of increaslng anti- E B Vtitersinpatie ntse ru m andthe presenc e of E B Vge n o m ein tu m or cells･ T hepurpose of th is
study w as to ex･a min ethe pres enc e of EB Vge nom ein ce rvicaln odal m e ta s ta sis fro mN PC ande valuatethe m ole cular
bio10glC aldiagn osi of N PC, e SpeCiallyinpatie ntswi thm etastasis tothe neck and oc cultpn m arylesio n･ Parafnn
- e mbed ded
dssu es ofce rvicalnodal m etastasis 打o m 14 N PC cases w ere e xamined by polym era se chain re a cdon(PCR) and Southem
blothybri dization m ethod. E B V D NA w asdetectedin 9 0f 12N PC casesin which w eredetected hun anβ-globin DN A･
The NPC cases sho wlng E BV DN Aw ere classifiedinto 4 n o n-ker atinizlng typeS and5 undiffbre ntiatedtypes acc ordingto
the W orldHealth Organization classific atio n･ Anti- Viralc apsidan tlgen-IgA titerw aspositiv ein al19c ases･ Nineteen c ases
of metastatic ce rvical1ymphn odes負
･O m Otherhead andn ecktu m ors andl c aseofreactivelymphadenitis w ere selectedfor
the c onb･Olgr oup. EBV D N Aw as n otdetected in al18c onb
･
01c as esin which hum anβ-globin D N Aw asdetected･ Tbese
resultsde m on stratedthatdetectio n of E B V D NA丘
･
O m C e rvic alnod alm etastasis w asspeCinc toN PC･ EB Vgen o m epositiv e
N PC- K Tcells w ere tr an Splan tedto n ude mic e and 血e needle aspiration biopsy(F N A B)w asperfbr m ed at s ubcutan eous
tu m orsfbrm edin n ude mice. E B V D N Aw asdetectedinl00N PC- K Tcells by P C Rm ethod. F NAB w asperfbrmedby use
of23,21 and 18gauge n eedles･ EBV D N Aw asdetected in al 1 F N A Bs amples･ m e S ereS ultsde m onstrated 也atdetection of
EBV D N A ffom neck m etastasisby F N ÅBand P C Rm ethod c ould be amolec ularbiologlC al diagn osi of N P C･ e SpeCia11yin
patients withneck m etastasis and ∝ C ultpn m arylesion･
